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緒 論
メタ ロチ オ ネイ ン(MT)は重 金属 結合 タ ンパ ク質 と して1957年にMargoshesとVallee
によ って発見 され た(1)。MTはそ の構 成 アミ ノ酸 の約113をシステ イ ンが 占めてお り、
この シス テイ ン残基 が全 てSHの 状 態 で存 在 す る こ とか ら重金 属結合 能 と ともに ラジ
カル スカ ベ ンジ能 を有 して い る。MTの ラジカ ルス カベ ンジ能 は非 常 に高 く、MTと
同 じSH基を有す るGSHの10-100倍で あ る と報 告 され て い る(2)。また、MTはCd、Zn、
Cu等の重金属 や活性 酸 素種(ROS)を産生 す る化 学物 質 の投与 で誘 導 され る ことが知 ら
れて い る(3)。この よ うな特徴 か ら近 年 は、1)MTを生体 防御 因子 と位 置づ けて重金属
との結 合 ・解 毒 や フ リー ラジカ ル消去 に注 目す る研 究 、およ び、2)新たなMT誘 導剤
を検索 す る と共 にMT誘 導機 序 を解 明 しよ う とす る研 究 、 とい う二 方 向か らの研 究 が
行 わ れ て きた。MT誘 導機 序 につ いて はZnに関す る解 析 が最 も進 んでお り、MT遺 伝
子 の 上流 にZn応 答配 列 、MRE(metalresponsiveelement)が存 在す る ことが 示 されて い
る(4)。また、Zn応答 に関与 す る転 写 因子 、MTF(MRE-bindingtranscriptionalfactor)-1も
同定 され て い る(5)。MTF-1のDNA結合 活性 はZnによ り直 接活性 化 され(6)、なおか つ
Zn刺激 によ りMTF-1が核移 行す る(7)ことが 明 らか に され てお り、ZnのMT誘導 機序 は
分 子 レベ ルで の説 明が可 能 とな って い る。 一方 、MTはZn以外 に も種 々サ イ トカイ ン
(8-11)、グル ココルチ コイ ドや レプチ ン投 与(12)によ り誘導 され る。 この他 に もエ ン ド
トキ シン(LPS)投与 な どの実験 的起炎 刺激 時(13・14)・新 生仔期(15)・肝再 生(16,17)・
担 癌(18・19)・拘束 ス トレス(20,21)など種 々の刺 激 で も誘 導 され る(Table1)。MTは種 々
の条 件 で誘 導 され る と とも に各種 動植 物 か ら酵 母や カ ビ類 に至 る まで広 く生物 界 に
存 在 が認 め られ る ことか ら、MTが 生体 内で これ ま で に知 られ て いな い重要 な役 割 を
果 た して い る可 能性 が考 え られ る。 また、1993年にMichalskaおよ びChoo(22)、1994年
にMastersら(23)によ ってMT欠 損 マ ウス が相 次 いで作 製 され た。 これ らマ ウ ス は正常
に成 長 ・繁殖す る もの のMichalskaおよ びChooが作製 したMT欠 損 マ ウスの一部 には体
重増 加 に異常 が認 め られ る と報告 され てい る(24)。この報 告 もまた、 生命活 動 にお け
るMTの重 要性 を示唆 して い る。
MTは細 胞 質 タ ンパ ク質 で あ り細 胞 質 で重 金属結 合 能お よ び ラジカル ス カベ ンジ能
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を発 揮 し て 生 体 防 御 に 関 わ っ て い る こ と が 示 され て き た が 、1982年 にBanerjeeら(25)
とDanielsonら(26)によ っ て 相 次 い でMTの 核 局 在 化 現 象 が 報 告 さ れ た 。 現 在 で はMT核
局 在 機 序 の解 析 が 進 み 、 未 知 の 核 移 行 経 路 を介 してMTが 積 極 的 に 核 内 に運 搬 され て
い る とす る 報 告(27)や受 動 拡 散 で 核 内 に 移 行 したMTが 未 知 の 核 局 在 化 因子 と結 合 し
核 内 に 保 持 さ れ る と す る 報 告(28)がな さ れ て い る。 核 内 にお け るMTの 役 割 と して は
ROSか ら のDNA保 護 が 第 一 に挙 げ られ る 。 しか し、 特 定 の 時 期 ・細 胞 に の みMTの 核
局 在 が 認 め られ る こ とか ら核 内MTがDNA保 護 以 外 に も 時 期 ・細 胞 特 異 的 な 役 割 を 果
た して い る 可 能 性 が 考 え られ る 。 この よ う な 状 況 下 、 い くつ か の 研 究 グ ル ー プ か ら
MTが 転 写 因子 のDNA結 合 活 性 を修 飾 す る と報 告 さ れMTの 遺 伝 子 発 現 調 節 能 が 提 唱
さ れ た(29-34)。MTによ っ て 活 性 修 飾 を 受 け る 転 写 因 子 と して は 、1)Znフ ィ ン ガ ー を
有 す る も の(Sp1、TFIIIA、エ ス トロゲ ン レセ プ タ ー 等)、 お よ び2)レ ドッ ク ス 制 御 を
受 け る も の(NF-KB)の2種が あ り、MTのDNA結 合 活 性 修 飾 作 用 を示 す 実 験 系 は と も に
現 在 の と こ ろ 核 抽 出液 を用 い たinvitroタンパ ク質/DNA結 合 ア ッセ イ(electrophoretic
mobilityshiftassay;EMSA)や転 写 因子 結 合 配 列 を レポ ー タ ー 遺 伝 子 に連 結 した プ ラ ス
ミ ドを 利 用 し た レ ポ ー タ ー ア ッセ イ な ど に と ど ま っ て い る 。 つ ま り、 実 際 に 生 体 内
でMTが 遺 伝 子 発 現 調 節 を 行 っ て い る と い う確 証 は い ま だ に得 られ て い な い 。 しか し
TablelSummaryofMT-inducingagentsandconditions
Chemicals
HeavymetalsCd,Zn,Cu,Hgetc.
Oxidativestresst-butylhydroperoxide,paraquatetc.
Anticanceragentscisplatin,doxorubicinetc.
Hormoneglucocorticoid,leptin
Cytokinesinterleukin(IL)-1,IL-6
tumornecrosisfactor(TNF)-a
interferon
ConditionsPostulatedmediator
AcutephaseIL-6
Hepaticdevelopmentglucocorticoid
HepaticregenerationIL-6
Restraintglucocorticoid
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ながら、現在までにMTの核局在が認められている時期には肝再生期(35・36)、および
新生仔期(37)があり、これらはいつれも遺伝子発現が劇的に変動していると考えられ
る時期である。したがって実際に生体内でMTが遺伝子発現調節に関わっている可能
性は十分考えられる。
本研究ではMT欠損マウスを利用し、MTの遺伝子発現調節作用がinvivoで発揮さ
れることを示した。さらに、遺伝子発現調節を介したMTの生体防御作用について興
味ある知見を得たのでここに学位論文としてまとめた。なお、現在ではMTと して4
つの分子種(MT-1、II、III、IV)がクローニングされている(3・38,39)。これらのうち
MT-1、IIが肝臓、腎臓、消化管、上皮系組織および脳をはじめとする生体内諸組織に
広く存在する主要分子種である。他の分子種、すなわち、MT-mは脳および睾丸で、
MT-IVは舌や皮膚の上皮細胞で組織特異的に発現している。これら分子種のうち、本
研究ではMT-1、IIを対象とした。
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本 論
第 一章 メタ ロチ オ ネイ ン欠損 によ り発 現変 動す る遺伝子 の検索
MTにより遺伝子発現調節作用を受ける可能性が指摘されている転写因子は、Znフ
ィンガーを有するSpl、㎜ 、エス ト畍 レセプター、およびレドック黼 を
受けるNF-KBなどと多岐にわたる。しかしなが ら、これ ら転写因子の標的遺伝子の
発現までを観察した例はなく、動物の個体レベルでの検討も行われていない。また、
上記Znフィンガーを有する転写因子の活性をMTが修飾するとの報告はすべてMTを
Znキレーターとして非生理的条件で作用させているに過ぎず、MTの生体内での機能
を反映しているか疑問である。そこでMT誘導を遺伝子発現を調節するための生体応
答であるととらえ、MTタンパク質レベルが劇的に上昇する新生仔肝臓にターゲット
を絞 りMT欠損により発現変動する遺伝子を検索した。
第一節 改良型DifferentialDisplay法による遺伝子の検索
従来、発現量に差のある遺伝子スクリーニングする手法としてサブ トラクション
法やDifferentialDisplay(DD)法が用いられてきた(40,41)。これ らの方法は優れた手法
ではあるがサブ トラクション法は遺伝子群すべてを網羅している反面、詳細に差を
とらえるには不向きであり、一方、DD法は微細な差をとらえることが可能であるが
遺伝子群の全体像を把握することが不可能であるなど、種々の欠点も指摘されてい
る。本研究では遺伝子群すべてを網羅し、なおかつ微細な差をもとらえることが可
能である改良型DD法(42)をスクリーニング法に採用 した。
第一項 実験材料および実験方法
実験動物
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MT-1,II遺伝子 欠損 マウ スお よびそ の対 照マ ウス(1291Svマウス)はJacksonLaboratory
(BarHarber,ME,USA)から購 入 し、 ク ロー ズ ドコロニー として飼 育 ・維 持 した。飼
育 は12時間 ごとに明1暗が切 り替 わ る23-24°Cに保 たれ た動物飼 育室 内 で行 い、実験 動
物用 固形飼 料(CE-2;日本 ク レア,大 阪)と水 は 自由に摂取 させ た。雌性 マ ウス3匹を妊
娠す るまで雄 マ ウ ス1匹 と同一 ケ ージで飼 育 ・交 配 した。 マ ウスは 出生 日を0日 齢 と
定義 した。
改 良型DifferntialDisplay法
改 良型DifferentialDisplay(DD)法はKohrokiらの方 法 に準 じて行 った(42)。以下 、操
作 を簡 略 に記 す。7日齢 の野 生型 お よびMT欠 損 マ ウス か ら抽 出 したtotalRNAをオ リ
ゴdTプライマ ー(TEP;5'-GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTTVN-3')を用 いて逆
転写 し、2本鎖cDNAを合 成 してSau3AIで完 全 消化 した。 このよ うに して得 た 断片 に2
本 のオ リゴヌク レオチ ド(5'-CGGGTAAGGGGTCGACATGAGTGT-3',5曾一GATCAC
ACTCArGT-3量)から成 るアダ プター を連 結 した。 アダ プター連 結cDNA断片 を3'側に
任意 の2塩 基 を付加 したFITC標識TEPと アダ プター プ ライ マー(AEP;5'-GTCGAC
ArGAGTGTGTGATcNN-3')とでPcRを行 い、そ の付加 配列 に相補 的な2塩基 を持 つ
cDNA断片 の み を増 幅 した。PCR反応 生 成物 を6%変 性 ア ク リル ア ミ ドゲ ル で分 離 、
FluorlmagerTM(MolecularDynamics,Sannyvale,CA,USA)で検 出 した。
サ ブ ク ローニ ング と同定
バ ン ドをゲル か ら切 り出 し再増 幅後pBluescriptr【にク ローニ ング し、配 列 を決定
した。BLASTプログ ラム を利用 し、GeneBank/EMBL/DDBJデー タベ ー ス との相 同性
を検 索 した。
Northemblot解析
3,7,21日齢 お よび8週齡 の野 生型お よびMT欠 損 マ ウスか ら抽 出 したtotalRNAを
10%ホル ム アル デ ヒ ド含 有1.0%アガ ロー ス ゲル で 電気 泳 動後 、ナイ ロ ンメ ンブ ラ ン
(Hybond-XL;AmershamPharmaciaBioteckAB,Uppsala,Sweden)にトラ ンス ファー した。
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ク ロ ー ニ ン グ し たDD断 片 を[α一32P]dCTP(111TBq/mmol;AmershamPharmaciaBioteck)
を用 い て 標 識 し、 プ ロ ー ブ と して 使 用 した 。 内 部 標 準 と して マ ウ ス18SrRNAを 検
出 し、 プ ロ ー ブ と して165bpから203bpまで の領 域 を用 い た 。
第二項 実験結果および考察
MT欠損マウスとその対照マウスの7日齢肝臓で発現に差のある遺伝子を改良型DD
法により検索した結果、MT欠損により発現変動する5種 のクローンを得た(Fig.1)。
本実験で用いたMT欠損マウスの変異型MT-1、II遺伝子には終止コドンをコー ドする
配列が挿入されている。改良型DD法で用いた制限酵素(Sau3AI)の認識配列の31末端
側に挿入配列がある変異型MTIは 、理論上野生型MTI遺 伝子由来のバンドと異な
るサイズのバンドとして検出される。変異型MT-IIは挿入配列が制限酵素認識配列
の5味端側にあり、本実験では同一サイズのバンドとして検出されることが予想さ
れる。各クローンの塩基配列を決定しデータベースに登録されている遺伝子 とのホ
モロジー検索を行った結果、バンド1324AおよびBはそれぞれ、変異型MT-1および野
生型Mr-1と99%の相同性が認められた(Table2)。理論通 り2種のバンドが得られたこ
Fig.1.ElectrophoreticgeldisplayofimprovedDD.Adapter-ligated3'-end
cDNAfragmentsweresynthesizedfrom10NgoftotalRNAisolatedfromwild
type(W)andMT-null(K)mice,andthefragmentsweresubjectedtoDD-PCR.
PCRproductswereseparatedbyPAGEandvisualizedbyFluorimager丁M.
VariablebasesofTEPandAEPareindicatedatthebottomofeachlane.
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とよ り、本 実験 系の検 出能 力が確 認 され た 。MTタ ンパ ク質 レベ ルは3日齢 、7日齢 と
もに高 レベル で あ り、 そ の後 徐 々 に減 少 し、21日 齢 で最 大 値 の115-1110、8週齡 で
1110-1/20に低下 す る(43)。DD法は7日齢 のマ ウス を用 いて行 ったが 、Northernblot法に
よ りこれ ら発現 の差 が週 齡 を追 う ごと減 少す る傾 向 を認 めた(Fig.2)。すな わ ち、MT
発現 量が 高 い時期 にMT欠損 の影 響が 強 く現れ る とい う結果 を得 た。
Table2SummaryofclonesidentifiedbyimprovedDDinMT-nullmice
Changeof
gene
Cloneexpressions Homology
Accession
No.
1324A
13246
1413A
III1
4324A
T
↓
T
T
↓
metallothionein-1(323/345:94%)b
metallothionein-1(323/324:99%)
transketolase(121/124:97%)
vanin-3(183/183:100%)
contrapsin(245/247:99%)
VOO8 5
VOO8 5
U90889
AJ132103
×55147
aUparrowsindicategeneexpressionup-regulatedinMT-nullmicecompared
withwild-typemice;downarrowsindicategeneexpressiondown-regulatedin
MT-nullmicecomparedwithwild-typemice.
bThesequenceof1324AcloselycorrespondstothatofMT-Imutant(343/345:
99%)oligonucleotideinserts(5'-CCGGATAGGTACCAATTAT-3')encoding
in-framestopcodons.
MT欠 損 に よ りシ グナ ル強 度 が 上 昇 す るバ ン ド、1413A、3444Aはそ れぞ れ 、
transketolase、vanin-3と95%以上 の相 同性が 認 め られ た(Table2)。Transketolaseはペ ン
トー ス リン酸 経 路 を構 成 す る酵 素 の一 つ で あ る。本経 路 は ペ ン トー ス を生 合成 す る
とと もに細胞 内で還 元剤 と して作 用す るNADPHを再 生す る経路 で も ある。Vanin-3は
そ れ 自体 の機能 は不 明で あるが 、2000年、 同 じフ ァミ リー のvanin-1がパ ン トテ ン酸
を リサ イ クル し、 システ ア ミ ンを生合 成 す るpantetheinaseである と報告 され た(44)。
Vanin-3はvanin-1のGPI(グリコ シル ボ ス フ ァチ ジル イ ノシ トー ル)ア ンカー構造 欠
失体 であ り、 ア ンカ ー構造 以外 の領域 の配 列 はvanin-1と相 同性が 高 い(45・46)。このよ
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うな構造 的特 徴か ら、vanin-3はvanin-1と同様 のpantetheinase活性 を有 して い る と考 え
られ る。Pantetheinaseによ り生合成 され る シス テ ア ミ ンもNADPH同様 、抗 酸化 作 用
を有 す る分子 で あ る。 つ ま り、MTと い う抗酸 化 因子 の欠損 によ り抗 酸化 作用 に関連
した現象 で あ るNADPH再生 と システ ア ミン合 成 が亢進 して い る可能 性 が示 され た。
これ ら2遺伝 子 の発 現変 化 はMT欠 損 に対す る代 償機構 と考 られ る。胎 仔 ・新 生仔 の
MT誘導機 序 に関 して は研究 が ほ とん ど進 んで いな い。 唯一 の知見 は1986年のQuaife
らの報告 で あ る(15)。彼 らは1)母 体 側 へ のmetyrapone投与 によ り血 中グル ココルチ
コイ ドレベル を低 下す れば胎 仔 の肝臓MTmRNAレ ベル が低 下す る こ と2)グル ココ
ルチ コイ ド応 答配 列 を欠失 したMTプ ロモー ター の活 性 化 が胎仔 期 に認 め られな い こ
とか ら、胎仔 ・新 生仔MT誘 導 の メデ ィエー ター が グル ココル チ コイ ドで あ る可能 性
を示 して いる。一 方、新 生仔 肝臓MT誘 導 の意義 に関す る知 見 は皆 無で あ る。本 節 の
結果 か ら考 え られ る、MT欠 損 に対 す る代償 機構 の存 在 は新 生仔 肝臓MTが 抗酸 化 因
子 として 作用 して い る ことを示唆 す る初めて の例 で ある。
Fig.2.Northernhybridization
ofMT-regulatedgenesduring
development.TotalRNAswere
isolatedfromgestational3,7,
21daysand8weeksofagein
wildtype(W)andMT-null(K)
mice.Clonescorrespondingto
bands1413A,3444Aand
4324Awereusedasprobes
fortransketolase,vanin-3,and
contrapsin,respectively.
MT欠損 によ りシグナル 強度 が減 少す るバ ン ド4324Aは血 漿 セ リンプ ロテ アー ゼイ
ン ヒビター のcontrapsinと99%の相 同性 が認 め られ た。ContrapsinはMT同様 、急 性期 に
誘導 され る。Contrapsin遺伝 子 の上流 配列 は いまだ決 定 されて お らず、 どの様 な転 写
因子 に よ り発 現 調 節 され て いる の か等 の情報 が 不 足 して い るが 、MT欠 損 によ り
contrapsinの発 現が 低下 す る ことか らMTによ る転 写活 性 化機構 の存 在が 予想 され る。
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第二節 小括
本章では、新生仔期にMT欠損により発現変動する遺伝子を見いだした。本研究が
動物の個体レベルでMT欠損により発現変動する遺伝子を示した初めての例である。
MTはヒ トをはじめ各種動植物から酵母や微生物に至るまで広 く存在が認められるこ
とか ら生命活動に必須のタンパク質であると考えられていたが、その遺伝子欠損マ
ウスが正常に成長 ・繁殖すると報告された(22,23)。この報告を受け、多くの研究者は
何 らかの代償機構によりMT欠損による障害がレスキューされていると考えた。例え
ば、Cu!Zn-superoxidedismutase(SOD)欠損マウスはMT-1,IIの発現が亢進している(47)。
これはCu1Zn-SOD欠損による抗酸化能力の低下をMTが補っているものと思われる。
しかしながら、MT欠損マウスが作製されて6年経つ現在に至っても、MT欠損の代償
機構の存在は示されなかった。本章で同定 したMT欠損により発現上昇する2種遺伝
子は、ともに抗酸化作用と関連のある遺伝子であった。本研究は動物の個体レベル
でMT欠損により発現変動する遺伝子を示 しただけにとどまらず、MT欠 損の代償機
構の存在を示唆した初めての例である。
上述の遺伝子に加えてMT欠損によ り発現が減少する遺伝子も同定した。この遺伝
子は急性期タンパク質(acutephaseprotein;APP)の一つ、contrapsinであった。急性期
もまた新生仔期同様、MTが高発現する時期である。MTが急性期にAPP遺伝子の発
現を調節するという現象の発見は今まで全 く未知であった急性期反応(acutephase
reaction;APR)におけるMTの作用を明らかにする手がか りになると期待される。
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第 二章 メタ ロチオ ネイ ンによ る転写 因子MTF-1の活性調 節
第一章ではMT欠損により発現低下する遺伝子としてAPPであるcontrapsinを同定 し、
MTによる遣伝子発現亢進機構の存在を示唆した。Contrapsin遺伝子の解析はほとん
ど進んでお らず、プロモーター領域の配列や転写制御に関与する転写因子に関する
情報は皆無である。しかしなが ら、多くの場合遺伝子の発現亢進は転写活性化の結
果である。本現象もMTによる転写因子活性化作用に基づいた現象である可能性を考
えて検討を行った。MTはZn結合タンパク質であるとともにラジカルスカベンジ能を
有 していることから、MTによる活性調節を受ける転写因子の候補として1)Znフィ
ンガーを有するもの、および2)レドックス制御を受けるものの2つ が挙げられる。
このうちレドックス制御を受ける転写因子であるNF-KBやAP-1などはその活性が細
胞内酸化状態の亢進により増加する(48)。ContrapsinはMT欠損により発現が低下す
る遺伝子であり、MT欠損によって細胞内酸化状態が亢進していると考えると転写因
子の活性と遺伝子発現 レベルが一致 しない。一方、Znフィンガーを有する転写因子
はZnとの結合によって活性型となる。MT誘導に関連して細胞内Zn量が増大すること
は周知の事実であり(37,49)、MT欠損による細胞内Zn量の低下がMT欠損による遺伝子
発現の低下を引き起こすことが想定される。本章では、MTによるZnを介した遺伝子
発現調節機構の存在を示す ことを目的とした。
第一節 エンドトキシン投与による肝臓MTF-1のDNA結合活性上昇、およびAGP発
現誘導へのMTの関与
培養細胞および動物の個体 レベルで重金属応答性の転写因子として現在までに報
告されているものは、MTF-1(重金属応答性;哺乳動物に発現)、Ace1(Cu応答性;酵母
に発現)(50)、およびZap1(Zn応答性;酵母に発現)(51)の3種であり、哺乳動物において
存在が確認されているものはMTF-1のみである。ただし、ヒトMTF-1には1アミノ酸
変異体が存在し、それぞれMTF-1(別名MTF-1a)、ZRF(zincregulatoryfactor;別名MTF-
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lb)と呼 ばれ て いる(52)。また、MT誘 導 に関連 して細 胞 内Zn量が増 大 す る こ とは既知
の事 実 で ある(37,49)。第一 章で 、APPのcontrapsinをMT欠損 によ り発現 低 下す る遺伝
子 と して 同定 した ので、MT誘 導刺激 と してAPRを惹起 す るエ ン ド トキ シ ン(LPS)を用
い、MT誘 導 の結 果起 こる細 胞 内Zn量の増 加がMTF-1の活 性 化 を介 して遺 伝子 発現 を
亢進 す る可能 性 を検討 した。
第一 項 実験 材料 お よび 実験 方法
動物 実験
MTI,II遺伝 子欠損 マ ウス(遺 伝 的背 景 は1291Sv)はJacksonLaboratory、C57BL/6Jマ
ウス は 日本 ク レア(大 阪)か ら購 入 した。MT欠 損 マ ウス とC57BL16Jマウス を交 配 し
て得 た129/Sv×C57BL16Jマウス 同士 をさ らに交 配 し、そ の同腹 仔 を実 験 に用 いた。
MT遺伝子 の分 析 はMTI遺伝 子 を破壊 す るた め に挿入 したDNA配 列 を含 む領 域 をPCR
によ り増 幅 し(セ ンスプ ライマ ー;5'-CACGACTTCAACGTCC-3譬、 ア ンチセ ンス プ
ライ マ ー;5℃GGTCCCAACTrGGTA-3曾)、そ の増 幅産 物 のサ イズ をポ リア ク リル
ア ミ ドゲル 電気 泳動 によ り分 析す る ことによ り行 った 。飼 育 は12時間 ごとに明!暗が
切 り替わ る23-24°Cに保 たれ た動物飼 育室 内で行 い、 固形飼料(CE-2)と水 は 自 由に摂
取 させ た。
野 生型 お よびMT欠 損マ ウス(8-12週齢,雌 性)にLPS(fromEscherichiacoliO26:B5;
Difco,Detroit,MI,USA)を1.Omg!kg、腹腔 内投 与 した。投 与24時間後 にエ ーテル 麻酔
下 、肝臓 を摘 出 した。TotalRNAを抽 出す るため に肝 臓 の一部 を使用 し、残 りは核 抽
出液 の調 製 とMT定 量 に用 いた 。MT濃 度 は109Cd/ヘモ グ ロビンア フィニテ ィー ア ッセ
イ に よ り測定 した(53)。
核抽 出液 の調 製 お よびゲル シ フ トア ッセイ
核 抽 出液 はDaltonらの方 法 に従 って調 製 した(54)。本 操作 はDTr(1mM)、PMSF(1
mM)、ロイ ペ プチ ン(1ｵg/ml)、ペ プスタ チ ンA(1ｵg/ml)、ア ンチパイ ン(0.3ｵg/血1)存
在下 で行 った。 ゲ ル シ フ トア ッセ イ(EMSA)の結合 反応 は、 結合緩 衝液(12mM
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HEPES,pH7.9、5mMMgC12、60mMKCI、0。5mMDTT)に2ｵgpoly(dl-dC)、
5-10fmo132P標識MREsオリゴヌ ク レオ チ ド(upperstrand;5'-GATCCAGGGAGCTCT
GCACACGGCCCGAAAAGTA-3')、核抽 出液(タ ンパ ク質20ｵg相 当量)を加 え、
最終容 積 を20ｵ1と して行 った。氷 冷下30分のイ ンキ ュベー ト後 、タ ンパ ク質 一DNA
複合体 を6%非 変性 ポ リアク リル ア ミ ドゲル で電気泳 動(15Vlcm,4℃)し分離 した。
ゲル は乾 燥後 、標識 複合体 をBASsystem(フジ ィル ム,東 京)によ り検 出 した。 また 、
競合実 験 には変異 型MREs(mutMREs;upperstrand;5'-GATCCAGGGAGCTAATTA
CTCCGCCCGAAAAGTA-3響)およびSp1オ リゴヌ ク レオチ ド(upperstrand;5'-GAT
CCCGGCCCCGCCCATCCCCGGCCCCGCCCATCCA-3')を用 いた。
No曲emblot解析
第 一章 、第 一節 に準 じて行 った。α1一酸性 糖 タ ンパ ク質(AGP)のプ ロー ブ と してマ
ウスAGP-1cDNAの451bpから613bpまで の領 域 を使用 した 。
第二 項 結 果 およ び考察
急 性期 のMT誘 導 がMTF-1活性 の上昇 を もた らす ことを示す 目的でMT欠 損マ ウス を
用 いてLPS投与後 のMTF-1のDNA結合活 性 をEMSAによ り検 討 した。野 生型マ ウス肝
臓 か ら調 製 した核 抽 出液 と32P標識MREsとを混 合す る こ とによ り得 られ る移 動度 の
小 さいバ ン ドは200倍の非標 識 プ ローブ 自身で は競合 されたが 、非標 識mutMREsお
よびSplで は競 合 され なか った(Fig.3c)。EMsAにお いて、 プ ロー ブ と結合 して い
るタ ンパ ク成 分 を同定 す る には抗体 に よる スー パ ー シ フ トバ ン ドを観 察 す る のが通
例 で ある 。 しか しな が ら、現 在 の と ころMTF-11MREs複合体 をス ーパ ー シ フ トす る
MTF-1抗体 の報告 は ない。MREsに結 合 す るタ ンパ ク質 と して は 唯MTF-1が 知 られ
いる こと、お よび 先述 のバ ン ド成 分がMREsに特異 的 に結 合 して いた ことか ら、前 述
のバ ン ドはMTF-11MREs複合体 バ ン ドで あ る と考 え た。野 生型 マ ウスで はLPS投与24
時 間後 にMT誘 導お よびMTF-1のDNA結合 活性 の増 加が 認め られ た(Fig.3A,B)。この
MTF-1活性化 はLPS投与 に よる肝 臓Zn含量 の増 加 によ る もの で ある と考 え られ るが 、
-12一
MTF-1は重金属 以外 に酸化 的 ス トレスで も活 性化 され る(54,55)。LPS投与 は肝 臓Zn含
量 を増加 す る一 方 で酸化 的ス トレス を惹 起す る(56)ことか ら、 野生 型 マ ウスで 認 め ら
れたMTF-1活性 化がLPS投与 によ る酸 化 的 ス トレス に起 因す る可能性 もあ る。 しか し
なが ら、MT欠 損マ ウス ではLPs投 与 によ るMTF-1活性化 が認 め られな かった(Fig.
3A)。LPS投与 によ りMT欠損 マ ウスは野 生型 マ ウス 同様 、 もし くはそれ 以上 の酸化 的
ス トレス にさ らされ る もの と考 え られ る。 した が って、野 生型 マ ウス で認 め られ た
MTF-1活性 化 は、MT誘 導 の結果 と して 増加 したZnによ るもので あ る と考 え られ る。
次 に、本条 件 下でMTF-1支配 のAPPの発 現 がMT欠 損 によ る影 響 を受 け る こ とを確
認す るた めMTF-1支配 のAPPの発現 をNorthemblot法によ り調 べ た。Contrapsin遺伝
子 の解 析 は ほとん ど進 ん でお らず 、 プ ロモー ター領 域 の配 列やcontrapsin遺伝 子発現
に関与す る転 写 因子 に関 す る情 報 はな い 。そ こで 、 プ ロモ ー ター領 域 にMRE配 列が
あ る急 性期 タ ンパ ク質の ひ とつ 、AGPの発 現 をNo曲emblot法によ り調 べ た。 そ の結
Fig.3.EffectsofLPSonMTF-1DNA-bindingactivityandMTlevelinwildtypeandMT-null
mice.Wlidtype(WT)andMT-null(KO)micewereadministratedLPS(1.Omg/kg,i.p.).A,
NuclearextractsfromliverwerepreparedandanalyzedbyEMSA.Graphindictesthe
quantificationofMTF-1DNA-bindingband.B,HepaticMTconcentrationsweremeasuredby109Cd/hemoglobinaffinityassay.C,CompetitionofMTF-1specificbindingwereperformedby
200-foldmolarexcessofnon-labeledoligonucleotides.Theseexperimentswererepeated3
timesindependently,andsimilarresultswereobtained.Theresultsofonerepresentative
experimentareshown.
一13一
Fig.4.EffectofLPSonAGPmRNAlevelinwildtypeandMT-nullmice.Wlid
type(WT)andMT-null(KO)micewereadministratedLPS(1.Omg/kg,i.p.).Total
RNAswerethenisolatedandanalyzedbyNorthernblotanalysis.Anucleotide
451-6130fthemouseAGP-1cDNAsequenceandanucleotide165-2030f
mouse18SrRNAwereusedasmouseAGPand18SrRNAprobes,respectively.
GraphindictesthequantificationoftheAGPmRNAlevels.IntensitiesoftheAGP
mRNAsignalswerenormalzedwiththoseof18SrRNA-derivedsignals.This
experimentwasrepeated3timesindependently,andsimilarresultswere
obtained.Theresultsofonerepresentativeexperimentareshown.
果、野生型、MT欠損マウスで定常状態での発現は同レベルであったが、LPS投与24
時間目においてAGP発現に差が認められた(Fig.4)。野生型マウスではLps投与によ
りAGP発現が約14倍に増加 したが、MT欠損マウスでは約4倍の増加に過ぎなかった。
本遺伝子は急性期においてMT欠損により発現低下する遺伝子であるにも関わ らず、
第一章では新生仔期にMT欠損により発現変導する遺伝子 として検出されなかった。
第一章でスクリーニング法として用いた改良型DD法はcDNAを制限酵素で完全消化
して生じる3味端側断片をPCRで増幅して検出する。したがって、本法は3'末端側断
片が極端に短くなる遺伝子は検出不可能であるという欠点を有 している。本法で用
いる制限酵素は4塩基認識のSau3AIであるので平均サイズ256bpの断片が生じるが、
AGP遺伝子は24bpの3'末端断片を生じる。このためにAGPがMT欠損により変化す
る遺伝子として検出されなかったのではないかと考えられる。AGP誘導はLPS刺激
によ りマクロファージ系細胞などか ら産生された1.が 肝実質細胞に作用すること
によ り起こる。したがって、MT欠損マウスにおいてIL-6産生やIL-6応答性が低下し
たために急性期にMT欠損によりAGP発現が低下 した可能性も考えられる。しかしな
が ら、RofeらはMTF-1支配ではないAPPの一つ、フィブリノーゲン発現のLPS応答性
が野生型、MT欠損マウスで差が認められなかったと報告している(57)。これ らを総
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合す る と、急性 期 に認め られ るMT誘 導 の結 果 起 こる肝 臓Zn含量 の増加 がMTF-1DNA
結合 活性 を上 昇 し、遺 伝子 発現 を活 性化 す る と考 え られ る。
第二 節MREを 介す る レポー ター遺伝 子発 現 へ のIL-6の影 響
第 一 節で は急性 期 のMT誘 導 に関連 してMTF-1が活 性 化 され る可能 性 を示 した。 し
か しなが ら、LPSは多様 な 生理作 用 を有 す る ため 前節 の検討 のみで はLPSのMT誘 導
以外 の作 用がMTF-1活性 化 を引 き起 こ して い る可能 性 を否 定 で きな い 。そ こで、 マ
ウス個 体 レベル で はな く細 胞 レベル で 同様 の現象 が認 め られ るか どうか検 討 した 。
第一 項 実験材 料お よび実 験方 法
試薬
リコ ンビナ ン トヒ トIL-6(rhlL-6;5.2×106U/mg)は中外 製薬株 式会社 よ り供与 いた
だ いた。
細胞 培養 と遺伝 子 導入
ヒ ト肝 癌細 胞 、HepG2細胞 は10%ウ シ胎 児血 清(FBS;Filtron,Brooklyn,Australia)
含 有 ダル ベ ッコ変 法イー グル 培地(DMEM;日水製 薬,東 京)に て維 持 ・継代 を行 った。
遺伝 子 導 入 は リン酸 カ ル シ ウム法 に よ り行 った。遺 伝子 導入 後 、12時間 培養 し、そ
の後rhlL-6(SOOU/ml)とデ キサ メタ ゾ ン(Dex;1ｵM)で24時間処 理 した。細 胞溶解 液
を調 製 し、溶解 液 中 のル シ フェ ラーゼ活 性 をル ミノメー ター(EG&GBerthold,Bed
Wildbad,Germany)で測 定 した 。ル シ フェ ラー ゼ活性 は タ ンパ ク含 量 で補 正 した。 ま
た、細 胞 内MT濃度 はlogCd!ヘモ グ ロ ビンア フィニテ ィー ア ッセイ に よ り定量 した(53)。
プ ラス ミ ドの構築
遺 伝 子導 入 に用 いる プ ラス ミ ドはminimalSV40プロモ ーター を持 つベ クター 、
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PGV-P2(東洋イ ンキ,東 京)か ら構 築 した。MRE支配 の レポー ター遺 伝 子 はSV40プロ
モ ー ター の上流 にMREd(マウ スMT-1プロモ ー ター の一160bpから一128bpまで の領域)配
列 を4コピー 連結す る ことに よ り得 た。す べて の プ ラス ミ ドは常 法 に従 い増 幅 し、塩
化 セ シ ウム密度勾 配遠 心法 によ り精製 した。
第 二項 結果 お よび考 察
急性期MT誘 導 の最終 的な メデ ィエー ター で あるIL-6(14)がMTF-1活性化 を もた らす
ことをPGV-P2MREd4の一過 性発 現系 を用 いて解 析 した。本 節でMRE配列 として用
いたMREdは マ ウスMTIプ ロモー ター領 域 中、最 大 のZn応答 性 を示す と評価 され て
いるMRE配列で あ る(4)。また 、PGVP2MRF,d4がZn応答 性 を示す ことは確認済 で あ
る。IL-6の24時間処 理 によ りMTタンパ ク質 は約1.4倍に誘 導 され た(Fig.5c)。sv40
プ ロモ ー ター のみ を連 結 した レポー ター プ ラス ミ ド(PGV-P2)の活性 はIL-6によ る
影 響 を受 けなか ったが 、PGVP2MREd4はIL-6によって約2倍の活 性化 が認 め られ た
(Fig.5B)。本節 の検 討 によ り、急性期MT誘 導 の最 終的 な メデ ィエー ターで あ るIL-6
の直接 作用 によ りMRE活性 化 が もた らされ る こ とが明 らか とな った 。IL-6シグナル
にはRas依存 経路 と非 依存 経 路 の2経路 が存 在 す る。Ras依存経 路で はIL-6刺激 後Ras
依 存性MAPkinaseカス ケー ドによ って転 写 因子NF-IL6がリン酸化 を受 けて転 写が 促
進 され る(58)。Ras非依 存経 路 で はSTAT(signaltransducersandactivatorsoftranscription)
3がJAK(Januskinase)によ り直接 リン酸 化 を受 け、 ホモ ダイマ ー を形 成 して転写 活
性 可能 を獲 得 す る こ とによ り転 写 が活性 化 され る(59)。このよ うにIL-6は多 岐 にわた
る遺 伝 子 の発 現 を誘 導 す る。MT誘 導 はII.-6の転 写活 性 化作 用 の一 つ に過 ぎず 、本 節
の結果 の みで はMT誘導 とMRE活性 化が 関連 した現 象 で ある とは言 い切 れ な い。 しか
しなが ら、本節 の結果 は少な くと もMTF-1活性 化 がIL-6を介 した現 象 で ある こ とを示
唆 して いる。 また、LPSによ りMTF-1が活 性化 され 、 この活 性化 がMT欠 損 によ り消
失 す る とい う前節 の結果 と総合 す る と、急性 期MT誘 導 がMTF-1活性化 を引 き起 こ し
て い る と考 え られ る。
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Fig.5.EffectofIL-60nMRE-drivedgeneexpressionin
HepG2cells.A,schematicrepresentationofthereporter
plasmid.B,relativeluciferaseactivitiesinHepG2cells
transientlytransfectedwithPGV-P20rPGV-P2MREdaC,
MTconcentrationsinHepG2cells.Thesecellswere
treatedwithrhlL-6(500U/m1)plusDex(1NM).These
experimentswererepeated3timesindependently,and
similarresultswereobtained.Theresultsofone
representativeexperimentareshown.*Significantly
differentfromcontrolgroup(p<0.01).
第三節 小括
本 章 の結 果 は急性期 のMT誘 導がMTF-1活性化 をもた らす こ とを示唆 して いる。MT
誘 導 に付 随 して 細胞 内Zn量が増大 す る こ と(37・49)から、MT誘 導 の結 果 引き起 こされ
る細胞 内Zn量の増加 がMTF-1の活性 化 を介 して遺 伝 子発 現 を亢進 す る とい うモデ ル
を考 えた(Fig.6)。MT遺伝 子 の発 現 上昇 によ り金属 非結合 型MT(...)が合成 され る。
このapoMTはただ ち に細胞 内のZnと結 合す る。Znは血漿か ら十分 供給 され るのでMT
誘導 は細胞 内Znの 上 昇 を引き起 こす。 そ の結果 として細 胞 内のZnプ ールが増 加 し、
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Fig.6.PostulatedmechanismofMT-mediatedMTF-1activationduringacute-
phasereaction.
MTF-1が活性 化 され る、 と いうモデル で ある。
MTF-1は6個の連続 したC2H2型Znフィ ンガ ー を有 してお り、 この領 域 がDNA結 合
部位 で あ る ことが示 されて い る(60)。このZnフ ィ ンガ ー の うちN末 端側 の4つ のZn
Table3ComparisonoftheMREinthepromotersoftheMTF-1targetinggenes
Gene MREsequenceandlocation
MREcoresequence
MT-1(mouse)
Zntransporter-1(mouse)
γglutamylcystehesynthetase(human)
Cu2n-SOD(rat)
AGP-1(mouse)
C-reactiveprotein(mouse)
TGCRCN
-174CTGTGCACACTG-163
-149CTCTGCACTCCG-138
-131AAGTGCGCTCGG-120
-56GTTTGCACCCAG-67
-54CTTTGCGCCCGG-43
-103GTCTGCAAAGGA-92
-122GAGTGCAAAGCA-111
-132CCTTGCACACGC-127
-277CCAGGCGCGCAC-267
-592CTGTGCACAGAC-581
-149AGCTGCACAAAG-138
-210TTTTGCTTCCCT-199
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フィ ンガ ー は通 常 のDNA結 合 に関与 し、C末 端 側 の2つ のZnフ ィンガ ーがZnに よ
る活 性制御 に関わ って いる と考 え られて い る(61・62)。また、 細胞 あ るいは動 物 の個
体 レベ ル でMTF-1を活 性 化 す る刺 激 と して は重 金 属 と酸 化 的 ス トレス(H202、t-
butylhydroquinone)が知 られて いた(54,55)。一方 、MT遺 伝 子発現 上昇 がMTF-1を活
性化 す る ことを示唆す る知 見 は本章 で記 述 した以外 にPalmiterの報告 が あ る(63)。彼
はハ ムス ター 腎臓細胞 株BHK細 胞 にMTI遺 伝子 発現 ベ クター とMREを プ ロモー
ター 領域 に連結 した レポ ータ ープ ラス ミ ドと を安定 発現 し、各 種濃度 のZn存 在下 で
のMRE活 性 を評価 した 。培地 中のZn濃 度 が10ｵMと い う生理 的条件 下 にお ける
MRE活 性 は コン トロー ル細胞 で最 大活 性 の1%未 満 で あるの に対 し、MT・1発現細胞
で約10%で あ った と報 告 して いる。MTF-1支配遺 伝子 にはMT以 外 に数 種 の遺 伝子
が あ る(Table3)。Znを細胞 内か ら外 へ汲 み 出す トランスポー ターで あ るZntransporter-
1(64)、細胞 内 レ ドックス環 境 の維 持 に関わ るy-glutamylcysteinesynthetase(65)とCu/Zn-
SOD(66)、APPであるAGPとC-reactiveprotein(67)であ る。1)MTが急 性期 に誘 導 され
る こと、2)MTF-1がAPPの発現 を調 節 して い る こと、3)新生仔期 にMT欠損がZnに
よ り発現 上昇す るAPP、contrapsinの発現 を低下す る ことな どか らMT誘 導 の結果 引
き起 こされ る細 胞 内Zn量 の増 加 がMTF-1活性化 を介 して遺伝 子発現 を亢 進す るとい
うモ デル の妥 当性が うかが え る。 また 、MTF-1が急 性期 に も活 性化 され る ことを示
した ことによ り、MTF-1が重 金属 お よび酸 化 的 ス トレス防御 シス テ ム に関わ るだ け
でな く炎症 反応 に も関与す る可 能性 を示 した もの と考 える。
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第三章 メタロチオネインによる遺伝子発現調節を介 した生体防御反応
一急性肝炎モデルを用いた検討一
MTが急 性期 に、特 に肝臓 で誘 導 され て肝臓Zn量 を増 加す る ことは古 くか ら知 られ
て いた。 しか しなが らそ の生理 的意義 に関 して は、1)Znを肝臓 に集積 しZn酵素な ど
にZnを供給 す るた め2)炎 症 反応 に伴 う酸 化 ス トレス に対 抗す るた めな どの説 が提 唱
され て きた が、 いつ れ も仮説 の域 を出て いな い。 この領 域 の報告 は、1996年のRofe
らによ る ものが 唯一 で あ る(57)。彼 らは 「MT欠損 に よ り急 性期 の糖 代謝 変 化 に対 す
る対 応能 が低 下 す る」 と報 告 して お り、糖 代 謝 に関わ るZn酵素へ のZn供給 の不足 が
この現 象 の原 因で はな いか と考 察 した。MTがZn酵素 の活性 を修飾 す る可能性 は以 前
か ら指 摘 され てお り、aldoraseやcarbonicanhydrase活性 へ のMTの 修飾作 用がinvitro
実 験 系 で調べ られて い る(68)。一方 、APPは何 らか の形 で炎症 反 応 を調 節す る と考 え
られ て い る。 しか しな が ら、そ の意 義 が明 確 に示 されて い る例 は少 な く、 マ ウス に
お いて はAGPに限 られ る。AGPはグ ラム陰性菌 感 染 に対 して防御 的 に作用 す る(69)と
とも に急 性肝 炎 モデル にお いて 生体 防御作 用 を担 って い る(70)ことが示 され て いる。
LPSとD一ガ ラク トサ ミ ン(GalN)の同時投与 は肝臓 のネ ク ロー シス を誘 導 し、個体 を
Death
Fig.7.PostulatedmechanismofLPS/GalN-inducedliverinjuryand
lethality.
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死 に至 らしめ る急性肝 炎 モデル で ある(71)(Fig.7)。この際 のメデ ィエー ターはTNF一α
とされて い る(72)。LPS刺激 によ りク ッパ ー細 胞 な ど、 マ ク ロフ ァー ジ 系細胞 か ら放
出されたTNF一α は肝臓 の実 質細胞 に作 用 しアポ トー シス を引 き起 こす(73)。この アポ
トー シス が 引き金 とな り、好 中球(polymorphonuclearleukocytes:PMN)がシ ヌ ソイ ド
か ら組織側 へ と浸潤 す る(74)。PMNはROSを放 出 し肝臓 を障害 す る。AGPは このモデ
ル にお いてア ポ トー シス を抑制 す る こ とによ り、後 に起 こる ネ ク ロー シス を防 ぐ こ
とが 知 られて い る。 したが って、AGP発現 の低 下 は、LPS/GalN惹起 致死 お よび肝 障
害感 受性 を亢進 す る こ とが予 想 され る。本 章 では、MT欠 損 によ るZn動態 の変化 が も
た らすAPP遺伝 子発現 の低 下が 生体 に及 ぼす影 響 を検 討 した。
第一 節LPSIGalN惹起致 死作 用へ のZnの影 響
MT誘導 によ りAGP発現 レベルが 上 昇す る原 因のひ とつ と考 え られ る肝 臓Zn量の増
加 がLPSIGa1N惹起 致死 作用 を軽減 し うるか ど うか検討 した。
第 一項 実験 材料 お よび実験 方法
動 物実 験
実験 動物 は第 一章 、第一 節 に準 じた。
C57BL16Jマウス(8-10週齡,雄 性)にZn(20mglkg,S.c.)投与 し、そ の3時間後 にLPS
(5ｵg!kg)とGalN(700mg/kg;Sigma,St.Louis,MO,USA)を腹 腔 内投与 した。 生存率 を
LPSIGalN投与24時間後 まで観 察 した。
統 計 分析
生存 率 はKaplan-Meier法(Product-limit法)によ り累積 生存 率 を算 出 し、10grankテス ト
によ って有意 差検 定 を行 った。P<0.05を統 計学 的有 意 とした 。
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第二項 結果および考察
Zn投与はLPS/Ga1N起致死作用を軽減 した(Fig.8)。なお、予備実験によりLD80と
なるLPS投与量を決定し、この条件で実験を行った。本結果は肝臓Zn量の増加およ
び、これに続くMTF-1活性化 ・AGP発現上昇がLPS/Ga1N惹起致死作用を軽減 しうる
可能性を示している。しか し、Zn投与は肝臓Zn量のみを増加するわけではなく、各
臓器のZn量を増加する。また、Zn自身がMT誘導剤であるとともに抗酸化因子として
作用する可能性が報告されていること(75)などを考慮すると、以上の結果か ら短絡的
に結論づけることは危険であると考えている。この危険性を示す例として以下のよ
うなものがある。四塩化炭素は代謝活性化され三塩化炭素ラジカルとなり肝障害を
引き起こす(76)が、この障害はZn前投与により軽減できる(77)。ZnがMTを誘導するこ
と、および、MTがラジカルスカベンジ能を有していることからZn前投与による肝障
害軽減作用の作用本体はMTであると考えられてきた。しかしながら、著者らの検討
によりZn前投与による肝障害軽減作用はMT欠損マウスでも認められた(78)。本項に
おいて示 したZnによる致死軽減についても上記のような誤認がないよう更なる検討
が必要である。
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Fig.8.PreventionofLPS/GaIN-
inducedlethalitybyzinc.Micewere
intraperitoneallygivenasingledoseof
LPS(5Ng/kg)plusGalN(700mg/kg)
3hoursafteradministrationofsaline
(●,n=17)andzinc(20mglkg,S.C.;
Q,n=16).Significantdifferences
wereanalyzedbytheKaplan-Meier
{Product-Limit)methodandlogrank
test.Survivalratesinsalineandzinc
administratedmiceweresignificantly2024
differentatp<0.01.
第二節LPS/Ga1N惹起致死作用へのMTの影響
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本節では、MT欠損がLPSIGalN惹起致死および肝障害感受性を亢進する可能性につ
いて検討を行った。
第一項 実験材料および実験方法
動物実験
実験動物は第一章、第一節に準じた。
野生型およびMT欠損マウス(8-12週齡,雄性)にLPS(1!__)とGa1N(700mg!kg)
を腹腔内投与し、生存率を24時間後まで観察した。
組織学的観察のため、野生型およびMT欠損マウスをエーテル麻酔下、中性緩衝ホ
ルマリンによる灌流固定を行った。肝臓 ・肺 ・脾臓 ・脳 ・心臓 ・腎臓をパラフィン
包埋し切片のヘマ トキシリン エーオシン染色 を行った。
統計分析
有意差検定法は第三章、第一節に準じた。
第二項 結果および考察
Fig.9にLPS/Ga1N投与後の生存曲線を示 した。本実験では投与量を野生型マウスで
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Fig.9.Survivalcurveofwildtype(●,
n=12)andMT-nullmice(O,n=14)in
responsetointraperitonealadministration
ofLPS(100Ng/kg)plusGalN(700
mg/kg).Survivalratesinwildtypeand
24.MT-nullmiceweresignificantlydifferent
atp<0.05.
一23一
LD20となるように設定した。MT欠損によってLPSIGalN惹起致死感受性の亢進が認め
られた(P<0.05)。また、LPS/GalN投与6時 間後の肝臓の組織像から、野生型およ
びMT欠損マウスともに肝細胞の肥大(単細胞あるいは小葉中心性)、空胞化および壊
死が観察された(Fig.10)。肝細胞壊死の病変程度は野生型マウスよりもMT欠損マウ
スにおいて、より重篤であった。脳、心臓および腎臓に異常は認められなかった。
LPSIGalN投与6時間後に肺の血管周囲性もしくはびまん性の細胞浸潤、脾臓の赤脾髄
の萎縮も観察されたが、死亡原因となるような重篤な変化ではなかった。以上の結
果は、MT欠 損によるAGP発 現の低下がLPS/Ga1N惹起肝障害感受性を亢進すると
いう仮説に合致する。
Fig.10.Hematoxylinandeosin-stainedliversectionfrommice
6hoursafteradministratedwithLPS/GalN.
第三節LPSIGa1N惹起致死作用関連メディエーターレベルへのMTの影響
LPS!GalN惹起 急性肝 炎 モデル の致 死 メデ ィエー ター はTNF一αで ある(73)。マ クロ フ
ァー ジ系 細胞 のTNF一α産 生 は転 写 因子 、NF-KBによる制御 を受 けて い る(79)。MTが
NF-KBの活 性 を修 飾 して い る ことが指 摘 されて い る(24,25)ことか ら、MT欠 損 によ る
LPSIGalN惹起肝障 害感受 性 亢進 はTNFレ ベ ル の差 に起 因 して い るか も しれな い。
本 節 で は この可能 性 につ い て検 討 した 。 また 、 このモ デ ル にお け る肝 障害 をメデ ィ
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エー トす る因子 と して、TNF一α 以 外 に一酸化 窒 素(NO)(80)および血小板 活性 化 因子
(PAF)(81)が知 られ て いる。 これ ら因子 の血 中 レベル に関 して も検討 を加 えた。
第 一項 実験 材料 お よび実 験 方法
試 薬
リコ ン ビナ ン トマ ウスTNF一α はPeproTech,Inc.(Canton,MA,USA)から購入 した。
PAF(1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine)はSigma(St.Louis,MO,USA)か
ら入手 した。
動物 実験
実 験動 物 は第一 章、第 一節 に準 じた 。
野 生型 お よびMT欠 損マ ウス(8-12週齡,雄 性)にLPS(100ｵg!kg)とGa1N(700mg!kg)
を腹腔 内投与 し、 エー テル 麻 酔下 採 血 を行 い血 清 を得 た 。血 漿 を得 る ため の採 血で
は抗 凝 固剤 と して ヘパ リンも し くは1!10容の クエ ン酸 ナ トリウム(0.1M)を使 用 した。
血清 中TNFおよび 血漿 中NO代謝 物 の定量
血 清 中TNFレベル はL929細胞 を用 いたバイ オ ア ッセイ で定 量 した(82)。NO生成量 を
評価 す るた め、NO2とNO3一 量 を測 定 した 。以下 に測 定 法 を簡 略 に記す 。NO3一は
nitratereductaseでNO2一に還元 し、NO2一はGriess反応 に基 づ いた分光 学 的測 定法で
定量 した(83)。
血漿 中PAFレベル の定 量
血 漿PAFレベ ル はウサ ギ血小 板 のセ ロ トニ ン放 出量か ら評価 した。血 漿 中のPAFは
逆相 カ ラム(AmprepMinicolumn;AmershamIntrenational,Bucks,UK)によ り抽 出 した(84)。
このPAF抽出液 はPAF濃度依 存 的 なセ ロ トニ ン放 出 を引 き起 こす ため 、 ウサギ血 小板
に添 加 した(85)。放 出 され たセ ロ トニ ンは0.05%o-phthaldialdehyde110%ethanoU8M
HCIと反応 させ 、生 じた蛍光 物質 を蛍光 分光光 度 計で測 定(Ex;360nm,Em;475nm)
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した 。
統 計 分 析
有 意 差 検 定 に はANOVAと ポ ス トホ ッ クテ ス トと してFisher'sprotectedleast-
significantdifferenceテス トを 用 い た 。P<0.05を統 計 学 的 有 意 と した 。
第二項 結果および考察
Fig.11AにLPSIGalN投与後 の血 中TNFレベル を示 した。血 中TNFレベル はLPS投
与1時間後 に一一過性 の ピー クを示す こ とが知 られ て いるの で この時点 で測 定 を行 った。
そ の結果 、NF-KB制御 を受 けて いるTNF血 中 レベル に差 は認 め られ なか った。 また 、
投 与5時 間後 にお いてNOレ ベ ル に も顕 著 な 差 が 認 め られ な か った(Fig.11B)。
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Fig.11.SerumTNF(A),NOmetabolites
(B)andplasmaPAFlevels(C)inwildtype
(●,■)andMT・null(○,口)micebefore
andafteradministrationofLPSplusGalN.
DatarepresentmeanstSD(n=3-7).
Significantlydifferentfromcontrolgroup
(*p<0.01;**p<0.001),andsignificaintly
differentfromwildtypemice(gyp<0.05).
N.D.,notdetectable(<1.OU/ml)
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LPSIGalN投与後のNO合 成は主に誘導型のNO合 成酵素であるiNOSによるもので
ある(86)。iNosの発現もNF-KBにより制御されている。NF-KB活性とMTとの関係は
現在、MTとNF-KBとの相互作用によりNF-KBが活性化されるという結果(32)とNF-KB
活性化に必要な細胞内レドックス状態の変化をMTが阻害することによりNF-KB活性
を抑制するという結果(33)の相反する2つの結果が報告がなされているが、本急性肝
炎モデルにおいてMTのNF-KB活性修飾作用が発揮されている可能性は低いと考えら
れる。血中PAFレベルには有意な差は認め られたものの上昇倍率が約2倍 に過ぎず、
致死感受性の差を説明するには不十分であると考えられる(Figllc)。以上の結果よ
り、本モデルにおける致死感受性の差は血中メディエーターレベルの差ではなく、
主にこれ以降の段階の差に起因しているものと考えた。
第四節LPS/Ga1NによるPMN集積作用へのMTの影響
MTのラジカルスカベンジ能もまた、MT欠損によるLPS/Ga1N起肝障害感受性亢
進の原因にな り得る。つまり、組織学的観察からLPS/Ga1N投与したマウス肝臓に
PMNが集積 ・浸潤 していることが明らかにされており、PMNが放出するROSが脂質
過酸化や細胞脂質機能を破壊 し肝障害を引き起こすと考えられている。このため、
ROS感受性の差はLPS/Ga1N,2,起肝障害感受性の差としてあらわれる。グルタチオン
ペルオキシダーゼ(Gpx)-1は細胞質およびミトコンドリアの主要なグルタチオンペル
オキシダーゼ分子種であり、細胞質の抗酸化因子の一因として位置づけられている。
このGpx-1遺伝子を欠損したマウスはLPSIGalN惹起致死感受性および酸化的ス トレス
の亢進は確認されたが他のパラメーター(NF-KB活性など)には差がないと報告され
ている(87)。MT欠損マウスもGpx-1欠損マウスと同様の機構により本モデルの致死
感受性の差があらわれている可能性が考えられる。そこでROS産生以前の段階であ
る、肝臓へのPMN集積までの段階に差が認められるかを検討した。なお、以後の検
討はマウスの系統を1291SvからLPSに対する感受性の高い1291Sv×C57BL16Jに変
更して行った。本変更に先立って投与量をLPS50ｵg/kg、Ga1N700mg!kgとした際に
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Fig.12.Survivalcurveofwildtype
(●,n=5)andMT-nullmice(○,
n=5)inresponsetointraperitoneal
administrationofLPS(50μglkg)plus
GalN(700mg/kg).Survivalratesin
wildtypeandMT-nullmicewere
significantlydifferentatp<0.05.
今まで同様の致死感受性の差が認められることの確認も行った(Fig。12)。
第一項 実験材料および実験方法
動 物実 験お よび肝 臓 ミエ ロペル オキ シダー ゼ活性 の測 定
実験 動物 は第二 章 、第一 節 に準 じた。
野 生型お よびMT欠損 マ ウス(8-12週齡,雄 性)にLPS(50μg熊g)とGa1N(11_)
を腹腔 内投 与 し、7時間後 に肝 臓 ミエ ロペル オキ シダー ゼ(MPO)活性 を測 定 してPMN
数 を評価 した。MPO活 性測 定法 を以 下 に示 す。 エー テル 麻酔下 肝臓 を摘 出 し、19倍
容 の20mMK-Pi緩衝液 でホモ ジナイ ズ した。 このホモ ジナ イズ液 を遠心 分離(9,000
×g,5分,4°C)し、沈殿 を得 た。沈 殿 を0.5%hexadecyltrimethylammonium含有50 M
K-Pi緩衝 液 に再 懸濁 した。 再懸濁 液 を超音 波処 理(Sonifier450;BRANSON,Danbury,
CT,USA)、イ ンキ ュベー ト(60°C、2時間)後 、遠 心 分離(9,000×g,5分)し上 清 を得
た。 この 上清 をMPO活性測 定用 試料 と した。酵 素反応 は反応液(1.6mM3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine、0.3mMH202、0.08Mクエ ン酸一Na緩衝 液,pH5.4)にMPO活性
測 定用 試料50ｵ1を加 え、最終 容積 を1.Omlとして行 った。3分後 、2.5mlの200mM
酢酸一Na緩衝液(pH3.0)を加 えて酵 素反 応 を停 止 し、波 長655nmの吸光 度 を測定 した。
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統計分析
有意差検定法は第三章、第三節に準じた。
第二項 結果および考察
MT欠損 マ ウス にお いて、PMNマ ーカ ーで あ るMPO活 性 はMT欠 損マ ウス肝 臓で
のみ 有意 に増加 して いた(Fig.13)。PMN抗体 によ るPMNデ リー シ ョン(88)やPMN.
の血 管 内皮細胞 ・肝実 質細胞 へ の接着 に関わ るintracellularadhesionmolecule-1(89)お
よびCDllb/CD18インテ グ リン抗 体(90)の投 与 によってLPSIGalN肝障害 が軽減 され
る ことが 知 られ てお り、上 記結果 はLPS/Ga1N肝障 害感受 性 の差 を十分 説 明 し うる も
の と考 え られ る。一方 、MTが ラジカ ルス カベ ンジ能 を有す る ことか ら、MT欠 損
によ りROS感受 性 が 亢進 す る ことは容 易 に予 想 され る。LasoらがMT欠 損細 胞 が
t-burylhydroquinone、paraquatに高感 受性 で あ る こ とを報告 したの を初 め と して、MT
欠損 細胞 ・マ ウスが種 々のROS産生 化合 物 の毒性 に高 感受 性 で あ る こ とが 示 され て
い る(91)。本 モデル にお いてROSによ る細 胞 障害作 用 へのMTの 関与 につ いては検 討 を
行 って いない ため、MTの 抗酸 化作 用 が どれ ほ どの意 味 を持 つ のか は明 らかで はな い。
しか しな が ら、 本節 の結 果 はMT欠 損 によ るLPS/Ga1N感受性 亢進 の原 因 の一 つが 少な
くと もROSによる細胞 障害 よ り初 期段 階 に ある こ とを示 して いる。
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Fig.13.HepaticMPOacitvitiesinwild
type(■)andMT-null(口)micebefore
andafteradministrationofLPS/GalN.
Datarepresentmeans±SD(n=3-4).
'Significantlydifferentfromcontrolgroup
(p<0.05).tSignificaintlydifferentfrom
wildtypemice(p<0.05).
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第五 節LPSIGalN惹起 アポ トー シス作 用へ のMTの影 響
LPS/Ga1Nモデル でMTが 抗 アポ トー シス作用 を発揮 すれ ば、 前 節 まで に得 られ た
結果 が 説明可 能で あ る。Kondoらは抗 癌剤 で あるcytosinearabinoside、bleomycin、
melphalan、cisplatinによ るアポ トー シスの 出現頻度 がMT欠 損 細胞 で亢進 して お り、
これはMT欠 損細胞 が定 常状態 で アポ トー シス促進 因子 で あるBaxの 発 現が 高 いた
め では な いか と考 察 して いる(92)。このよ うにMTが 抗 アポ トー シス作用 を有 す る と
す る研究 グル ー プ もあ り、本 作用 がMT欠 損 によ る感 受 性亢 進 の原 因で ある可能 性 が
想 定で き る。そ こで本項 で はMTの 抗 アポ トー シス作用 が肝 障害 感受 性 の差 と して 考
え うるのか を検討 した 。
第 一項 実験 材料 お よび実験 方法
試 薬
変異 型IKB発現 アデ ノウイル スベ クター(AdSlxB)はUniversityofNorthCarolina,
DavidA.Brenner博士 よ り供 与 され た。対 照ベ ク ター と して β一ガ ラク トシダーゼ発 現
アデ ノウイ ルス ベ クター(Ad5LacZ)を用 いた。
動 物実 験
実験 動物 は第二 章 、第一 節 に準 じた。
野 生型お よびMT欠 損 マ ウス(8-12週齡,雄 性)にLPS(50μglkg)とGa1N(700mg!kg)
を腹腔 内投 与 し、 エーテル 麻酔 下 門脈 か ら10mMEDrA含有PBSを灌 流 した後 、肝 臓
を摘 出 した。肝 臓 を同緩 衝液 で ホモ ジナイ ズ した後 フ ェ ノー ル ク ロ ロホル ム抽 出 ・
エタ ノール 沈殿 を行 いDNAを得 た。抽 出 したDNAを2.0%アガ ロー スゲ ル にて 泳動 し、
DNAラダー を検 出 した。
初 代培 養肝 細胞 の調 製お よび肝 細胞 へ の処 理
肝細 胞 はKlaunigらによ って改 良 され た、insitu2段階 コ ラゲナ ーゼ灌 流法 によ り単
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離 した(93)。実験 には トリパ ンブルー 排 除テス トによ り生存 率80%以 上 と判定 した細
胞 を使用 した 。細 胞 は5%FBS,1ｵMDex,1ｵMインス リン含有Williams曾mediumE
培地(ICN,Irvine,CA,USA)を用 い、 コラーゲ ン(typeI-P;新田ゼ ラチ ン,大阪)コー ト
した12穴培養 プ レー トに細 胞 密度3.6×105cellslwel1で播 種 した。2時間 の培養後 、非
接 着細胞 を培地 交換 によ り取 り除 いた。 細胞 は24時間培 養後 、rmTNF一αを各濃 度 で
処 理 した。転 写抑 制剤 として アクチ ノマ イ シ ンD(ActD)を用 いた実験 では、㎜TNF一
α処理30分前 に培地 を0.1%BSA、400ng!'mlActl)含有Williams蜜mediumE培地 に交換 し
た。NF-KB活性化 阻害 のため にAdSlxBを用 いた実 験 では、㎜TNF一α処 理 の2時間前か
ら培 地 を0.1%BSA含有Williams'mediumE培地 に交換 し、㎜TNF一α処 理前 の2時間
のみ30M.OJ.のAd51kBを感 染 した。㎜TNF一α処理20時間後 にMT琺 によ り生細 胞数
を評 価 した。
高 力価 アデ ノウイ ルスベ クター液 の作 製 お よび力価測 定
アデ ノ ウイ ル スベ クター は ヒ ト胎児 腎臓 細胞 株HEK293細胞 を用 いて増 幅 し、細 胞
溶解 液 の遠 心 上清 を ウイル スベ ク ター液 として用 いた。 ウイル ス タイ ター は50%細
胞変 性終 末点 か ら決定 した。
第二 項 結 果 および考 察
野 生型 、MT欠 損 マウ スか ら初 代培 養肝 細 胞 を調 製 し、rmTNF一αによ るアポ トー シ
ス感 受 性 を比較 した。TNF一αによ る アポ トー シス誘導 にはNF-1(Bを介 す る遺伝 子 発
現 を抑制 す る必 要 が あ り(94,95)(Fig.14)、本研 究 では この 目的で転写 抑制 剤のAcのも
しくはAd51xBを用 いた。Ad51xBはリン酸化 、お よびそ の次 のステ ップで ある プ ロテ
アソー ム による分解 を受 けな い変異 型:・(S32A,S36A)を発 現す る ことによ って
NF-KB活性化 シグナル を阻害す る(96)。肝細 胞 がTNF一α単 独処 理やAcの処 理、Ad51kB
感 染 のみで は障害 を受 けな い ことは確 認 して いる。 また 、AdSlxBのコン トロールベ
クタ ー と してAd5LacZを用 いた 際 も肝 細 胞 の障 害 は認め られ なか った。ActP処理 と
AdSlxB染の どち らにお いて も両マ ウス か ら調 製 した肝 細胞 でTNF-a感受性 の差 は
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Fig.14.ProapoptoticandantiapoptoticsignalingbyTNFR1.TRADD:
TNFR1-associateddeathdomain;RIP:receptor-interactingprotein;
TRAF2:TNFR-associatedfactor-2;FADD:Fas-associateddeath
domain;NIK:NF-xB-inducingkinase;IKK:Ix6kinasecomplex
認 め られ なか った(Fig.15A,B)。近 年 、ア ポ トー シス には、1)caspase-8の著 しい活 性
化 が認 め られ るtypeI経路 、2)caspase-8のわず か な活 性化 とcytochromecの遊 離が 認
め られ るtypeII経路 、お よび3)caspaseに非依 存 の第3の経路 が存 在 し、刺激 に応 じ
て細 胞 は これ らの経 路 を介 して アポ トー シス を起 こす と考 え られ るよ うにな った 。
A
言
c
O
U
O
Y
蟇
〉
120
100
80
60
40
20
0
B
も諍 もト 丶"o° ぷ
TNF-a(U/ml)
120
100
80
60
40
20
0
◎諍O ・ 丶"o° 縛
TNF-a(U/ml)
Fig.15.TNF-a-inducedcytotoxicityinprimaryhepatocytesderivedfromwildtype
(●)andMT-null(○)mice.Cellviabilitywasassessedafter20hourstreatmentby
aMTTassay.PrimaryhepatocytesweretreatedwithActDandrmTNF-a(A),
infectedwithAd51xBandtreatedwithrmTNF-a(B).DatarepresentmeanstSD
(n=3).
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肝細 胞培養 系 へのTNF一α 処理 はActDを用 いれ ば第3の 経 路、AdSlxBを用 いれ ばtype
II経路 を介 して アポ トー シスが起 こる とされて いる(95)。また、初代培 養肝細 胞 への
TNF一α 処 理 によ りtypeIアポ トー シス を引 き起 こす 条件 は知 られて いな い。Mouse
embryoniccell(MEC)にお いてMT欠損 によ りtypeIIアポ トー シス の促 進 因子で あ る
Baxタンパ ク質 レベ ルが上 昇 す る と報 告 され て いる こ とか ら(92)、初代培 養肝 細 胞 へ
のAdSlxBITNFによ るアポ トー シス感 受性 がMT欠 損 に よ り上 昇 して いる可能 性 を想
定 した。 しか しな が ら、初代 培養肝 細胞 系 で はMTの 抗 アポ トー シス作 用 は全 く観察
され なか った。先 述 のMT欠 損 によるBax高発 現 はMEC細胞特 異 的 な現象 なのか も し
れな い。 一方 、肝臓 特異 的Bcl-2過剰 発現 マ ウス(97)やcaspase阻害剤(74,98)を用 い
た検 討か ら、LPSIGalN惹起 アポ トー シス はTNFR1を介す るtyper【アポ トー シス であ
る と考 え られ てい る。LPSIGalN投与7時間後 の肝 臓DNAの電気泳 動像 を観察 した結果 、
MT欠損 マ ウスで のみDNAラダーが観 察 され た(Fig.16)。本節 の結果 よ り、MTが直接
肝細 胞 内で抗 アポ トー シス作 用 を発揮 して い る とは考 え られ ない もの の、MTが 何 ら
か の間接 的機 序 によ りLPSIGa1N惹起 アポ トー シス作用 に対 して抑 制 因子 と して作用
して いる ことが示 された。
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Fig.16.DNAelectrophoresisofliverextracts.
DNAwasextractedfrommiceliverbeforeand
afteradministrationofLPS/GalN.ExtractedDNA
waselectrophoresedona2.0%agarosegel.M;
100byladdermarker
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第六節 小括
本章はMT欠損によるAGP発現の低下が、LPSIGa1N惹起致死感受性の亢進という現
象としてあらわれる可能性を示した。LPSIGalN惹起致死感受性亢進の機序は、1)血
中メディエーターレベルの上昇、2)肝臓のアポ トーシス感受性の亢進、3)肝臓への
PMN集積 ・浸潤数の増加、4)ROS感受性の亢進という4点が想定できる。MTがNF-
KBのDNA結合活性修飾作用、アポ トーシス抑制作用およびラジカルスカベンジ作用
を発揮すれば、それぞれ、1)-4)、2)-4)、4)にMT欠損の影響があらわれると考えら
れる。また、主たる原因がAGP発現レベル低下にあるならば、2)-4)にMT欠損の影響
が認められるはずである。本章での検討の結果、MT欠損の影響は2)-4)に認められ
た。第五節での詳細な検討によりMT欠損の影響は初代培養肝細胞を用いたアポ トー
シス誘導系では認められず、invivoでのみ確認された。AGPもまた、MT同様invivo
で抗アポ トーシス作用を発揮するが、培養細胞を用いたアポ トー シス誘導系でアポ
トー シス を抑制 しないと報告されている(99)。これらを総合すると、MT欠損マウス
でのLPSIGa1N致死感受性増大の原因は急性期におけるAGP誘導率の低下にあると考
えられる。
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総 括
本研究ではMTの遺伝子発現調節作用がinvivoで発揮されていることを示すととも
に、遺伝子発現調節を介したMTの生体防御作用の存在の可能性を示した。MTの研
究は1)重金属との結合 ・解毒やフリーラジカルスカベンジ能に注 目し、MTを生体防
御因子として位置づける研究、および2)MTの誘導に関する研究という二方向から行
われてきた。この中でもMTの誘導に関する研究では、1982年にPalmiterが成長ホルモ
ンをMTプロモーターを利用してマウスに強制発現し、ジャイアントマウスを作製し
た例は余りにも有名である(100)。MTプロモーターは比較的強いプロモーター活性を
有すると共に重金属刺激によ り活性化されるという特性を生かして他の遺伝子の誘
導型強制発現に利用されてきた。重金属などの投与以外にもMTの誘導条件は数多く
知られており、炎症(13,14)・新生仔期(15)・肝再生(16,17)・担癌(18,19)・拘束ストレス
(20,21)などで肝臓のMTが 誘導されることが明らかにされている。これらの時期にお
けるMT誘導のメディエーターはIL-6やグルココルチコイ ドであることが示されてい
る。しかしながらその一方で、MT誘導の意義に関する知見は非常に限られてお り、
その意義をZn結合能もしくはラジカルスカベンジ能に求めるものがほとんどであっ
た。
まず第一章では、MT欠損マウスと改良型DD法を駆使してMTが高発現する新生仔
期にMT欠損によ り発現上昇する遺伝子2種と発現低下する遺伝子1種 を同定した。
MT欠損により発現上昇する2種の遺伝子はともに抗酸化作用に関わっている可能性
のあるtransketolaseおよびvanin-3であった。これ ら遺伝子の発現上昇は抗酸化因子で
あるMTの欠損を補うための代償機構であると考えられる。MT欠損によ り発現低下
する遺伝子はAPPの一つであるcontrapsinであった。MT欠損により発現が低下するこ
とか らMTの転写活性化機構の存在が示唆された。
次いで第二章では、急性期に誘導されるMTがAPPの一つ、AGP遺伝子の発現を上
昇することを見いだした。APRはIL-1、-6等のサイ トカインをメディエーターとする
反応で、炎症部位でのサイ トカイン産生、肝実質細胞のレセプター刺激、細胞内シ
グナル伝達、転写因子の活性化に至る反応である。APPはこの一連の応答により誘
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導される血漿タンパク質であり、何らかの形で炎症反応を調節する役割を果たして
いると考えられる。MTはAPR同様の機序、つまり、IL-6が肝実質細胞のIL-6レセ
プターに結合し、JAK-STAT経路を活性化し、プロモーター領域のIL-6responsive
elementtype2を介 して発現上昇するとされている(101・lo2)。MTは血漿タンパク質で
はないことからAPPとして位置づけられていないが、上記のことを考えあわせると
MTをAPPとしてとらえ炎症反応との接点を詳細に検討すべきであると考えられる。
また、LPS投与やIL-6処理によりMT誘導とともにZn応答性転写因子であるMTF-1が
活性化されることと、このMTF-1活性化がMT欠損により消失するという結果にもと
づき、このMTF-1活性化機序がMT誘導の結果引き起こされる細胞内Znの増加による
というモデルを提示した。MT遺伝子の発現上昇により金属非結合型MT(apoMT)が
合成される。このapoMTはただちに細胞内のZnと結合する。Znは血漿から十分供給
されるのでMT誘導は細胞内Znの増加を引き起 こす。その結果として細胞内Znプー ル
が増加 し、MTF-1が活性化 されるというモデルである。転写因子は核内でその活性
を発揮する。前述のモデルではMTが核内に移行する必要はないが、種々の条件下で
MTは核移行することが確認されている(25,26,35'37)。このMT核 移行の意義として
DNAをROSから保護するという仮説が提示され、核移行シグナルを連結したMTを強
制発現することによりこの仮説の妥当性が示されている(103)。しかしながら、MTが
核内で何らかの転写活性を修飾している可能性も残ってお り、このような視点か ら
の研究が待たれる。
さらに第三章では、炎症モデルの一つであるLPSIGalN惹起急性肝炎に対 し、MT欠
損マウスが高感受性であることを示した。この急性肝炎モデルにおける肝障害およ
び致死作用はAGP投与によって軽減されることが知られている。AGPによる保護作
用の詳細な機序は不明であるが、AGP投与により肝障害に先立って起 こる肝アポ ト
ーシスの抑制が認められると報告されている(70)。MT欠損マウスでは野生型マウス
とで比較してアポ トーシスがより重篤であったことか らMTはAGPと同様の作用機序
により保護作用を発揮していると考えられた。つまり、先述のMT欠 損マウスでの
APRにおけるAGP遺伝子発現誘導倍率低下が急性肝炎モデルにおける肝障害および
致死作用感受性の亢進の原因である可能性を示唆した。
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以上、本研究ではMTが生体内で遺伝子発現調節を行っていることを初めて明らか
にするとともに、この遺伝子発現調節作用もまた、MTの生体防御作用の一端を担っ
ていることを示した。MTは新生仔期および急性期のみならず、様々な局面で誘導さ
れる。他のMT誘導刺激、例えば肝再生、発癌、拘束ス トレス等においてもMTの遺
伝子発現調節作用が発揮されているのか、また、遺伝子発現調節作用が発揮されて
いるならばそれはどの様な意義があるのかなど解明されなければな らない点も多く
残されている。重金属結合タンパク質としてMTが発見されてから40年以上がたつ。
今日までにMTの役割としては主として重金属の解毒とフリーラジカルの消去が注 目
されてきたが、本研究はMT研究の新天地を切り開いたものと考える。
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結 論
MTによる遺伝子発現調節および遺伝子発現調節を介したMTの 生体防御作用に関
する検討を行い、以下の結論を得た。
1.新生仔肝臓においてMT欠損により発現変動する遺伝子を同定した。また、MT
発現が高い時期にMT欠損の影響が強くあらわれることを示し、MT誘導が遺伝
子発現を調節するための生体応答である可能性を示した。
2.MTが細胞内Zn量の増加 ・MTF-1活性化を介 して遺伝子発現を亢進するというモ
デルを提唱し、実際にMTがMTF-1支配のAPPの一つであるAGPの発現を上昇し
ていることを示した。
3.MT欠損マウスがLPSIGalN惹起肝障害に高感受性であることを明 らかにし、こ
の原因がAGP発現低下にある可能性を示した。
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